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Polypeptides et anticorps caracteristiques du 
papillomavirus , methodes de diagnostic et vaccins les 
utilisant. 

L 1 invention conceme des ADNs de papillomavirus, 
5 et plus particulierement des sondes derivees de ces papillo- 
mavirus , ainsi que des procedes les mettant en oeuvre pour 
le diagnostic in vitro d' infections a papillomavirus. 

L' expression "papillomavirus" recouvre un grand 
nombre de virus ayant en commun d'etre tenus pour responsa- 

10 bles de plusieurs formes d' infections virales s'etageant 

entre les yerrues cutanees ou de muqueuses relativement be- 
nignes et des hyperplasies susceptibles de degenerer en neo- 
plasies intra-epitheliales et cancers cutanes. Parmi des in- 
fections a papillomavirus, on mentionnera egalement plus 

15 particulierement les epidermodysplasies verrucif ormes , qui 
seront quelquefois ci-apres designees sous 1' expression "EV". 
- . Un certain nombre de types de papillomavirus a 

deja ete decrit. Dans le cadre de la presente demande de 
brevet seront decrits de nombreux types et sous-types nou- 

20 veaux de papillomavirus qui ont ete isoles a partir de ver- 
mes ou lesions maculaires disseminees, susceptibles de don- 
ner lieu au developpement precoce de cancers de la peau chez 
d'importantes proportions des malades qui en seront affectes* 
Des etudes recentes ont revele 1' importance de 

25 facteurs immunitaires et le role majeur de divers types de 
virus de papillomes humains (HPV) , ces facteurs s'ajoutant 
au role deja decrit dans la litterature de facteurs gene- 
tiques divers et des rayonnements actiniques dans la patho- 
genese des infections aux papillomavirus. 

30 L 'invention decoule des observations qui ont pu 

etre faites quant aux comportements relatifs d'un grand 
^ nombre de papillomavirus nouvellement isoles, dont les 

caracteristiques genomiques essentielles seront definies 
ci-apres. 

35 L' etude d'un petit nombre de cas d'EV avait deja 
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conduit 4 la caracterisation de six types d'HPV apres 
clonage moleculaire de leurs genomes (KREMSDORF, D- et al, 
1982, J. Virol. Al: 436-447 et KREMSDORF et al, 1983 , J. 
Virol- 14:340-351). Ces HPV ont ete divises en trois grou- 
5 pes en fonction de 1' absence d ' hybridation croisee ou 
d'une hybridation croisee tres faible entre les * genomes 
appartenant 4 des groupes differents. Le premier groupe 
comprenait les HPV3a et 10 qui sont associes aux verrues 
planes bbservees chez certains malades atteints d'EV et 
10 dans la population generale ; des sequences d'ADN apparen- 
tees a celles de l'HPV3a ont ete trouvees dans un cancer 
de malade atteint d'EV. Le second groupe comprenait les 
HPV5 X 8 et 12, les genomes des HPV5 et 8 ayant ete de- 
tectes dans des cancers de malades atteints d'EV. Le 
15 troisieme^. groupe est constitue a ce jour d'un.seul virus, 
l'HPV9. A 1' exception d'un receveur d'une allogreffe 
renale presentant • une -immunosuppression-, qui s'etait 
revele etre infecte par I'HPVS, les virus des deux 
dernier s groupes n'avaient ete detectes que chez des 
20 malades atteints d'EV, la plupart d'entre_ eux etant 
infectes par plusieurs virus- II faut noter que parmi les 
14 types d'HPV actuellement mentionnes dans la litterature 
(references bibliographiques 1-5, 8,9, 13, 14, 16, 18-20 
indiquees plus loin), quatre se sont reveles associes 
25 specif iquement a I'EV qui est une maladie rare- 

Les travaux qui ont conduit a 1* invention et qui 
ont permis d'isoler un nombre important de nouveaux types 
et sous-types de papillomavirus permettent desormais d'en- 
visager des techniques de diagnostic in yj^yg plus aff i- 
30 nees- Plus particulierement, 1* invention fournit des tech- 
niques perfectionnees d' identification de papillomavirus, 
par exemple obtenus a partir de lesions ou de coupes de 
biopsies et permet de faire des diagnostics plus precis, 
dont pourrbnt egalement resulter des pronostics ameliores 
35 quant 4 1'evoluti n possible des lesions en cause. 
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D'une facoa generale, il sera remarque que les 
papillomavirus, bien que tres different* entre eux, ont 
des tallies de l'ordre de 7000-8000 paires de bases. En 
. outre leurs genomes peuvent neanmoins presenter certains 
5 degres d'homologie. Dans ce qui suit, on fera reference a 
des evaluations des pourcentages d' homologies entre types 
et sous-types de papillomavirus, ces pourcentages d" homo- 
logies resultant d'essais d' hybridation realises dans des 
conditions dites non stringentes ou non strictes ou encore 

10 dans des conditions d • hybridation stringente ou stricte. 

Parmi les papillomavirus, on distinguera plusieurs 
types de papillomavirus, ceux-ci se distinguent par leurs 
pourcentages d' homologies mesures dans des conditions 
-strictes ou stringentes . II sera dit que les papilloma vi- 

15 rus qui, dans ces dernier es conditions, presentent des 
pourcentages d'homologie inferieurs -a 50 V appartiennent a 
des types diff erents . On notera a cet egard que les pour- 
centages d'homologie entre des virus de types diff erents 
peuvent meme tomber a zero dans lesdites conditions stric- 

20 tes ou stringentes. Les virus pour lesquels on observe, 
dans ces conditions strictes ou stringentes, des pour- 
centages d'homologie superieurs a 50 % sonr consideres 
comme appartenant au meme type et former des sous-types 
diff erents au sein de ce meme type. 

25 Les essais d ' hybridation dans les conditions non 

strictes ou non stringentes impliquent la mise en contact 
mutuelle d'ADNs provenant de deux isolats de virus dans 
les conditions suivantes decrites par HEILMAN C.A. et al, 
1980, J. Virol., 23.. 395-407, et CROISSANT et al. 1982, 

30 c.R. Acad. Sc. Paris, 22A, 581-586 (molecules heterodu- 
plexes) . 

Les essais d ' hybridation dans les conditions 
strictes ou stringentes impliquent la mise en contact 
mutuelle d'ADNs- provenant de deux isolats de virus dans 
35 les conditions decrites par KREMSDORF, D. et al. ((1982), 
J. Virol. 41:436-447 et 1983, J. Virol. 44:340-351) et 
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DAVIS R.W. et al., 1971, Methods Enzymol*, 21, 413-428 
(molecules heteroduplexes) . 

Schematiquement, on remarquera que les papillomavi- 
rus appartenant a un meme type presentent des sequences 
5 hybridables ayant des sequences nucleotidiques sensible- 
ment identiques sur 80 a 10O \ de la totalite de leurs 
longueurs respectives, ces sequences homologues peuvent 
etre reduites a 60 \, voire moins chez des papillomavirus 
de types differents. Le degre d'identite ou d_*analogie des 

10 sequences de papillomavirus de types differents qui s*hy- 
brident mutuellement dans des conditions non strictes ou 
non stringentes, peut evidemment etre plus faible que dans 
le cas de papillomavirus appartenant au meme type. 

L* etude a laquelle les inventeurs ont procede a 

15 montre a la fois que le degre d * heter ogeneite genetique 
entre papillomavirus de divers types etait plus important 
que ce qui etait apprecie auparavant et en meme temps que 
les differents types se trouvaient souvent associes a des 
formes ou variantes d* infections presentant un certain 

20 degre de specif icite. 

invention concerne par consequent non seulement 
les ADNs susceptibles d'etre isoles a partir des diffe- 
rents papillomavirus nouveaux qui ont ete isoles et les 
sondes qui peuvent etre constitutes de tout ou partie de 

25 ces ADNs, mais encore des melanges ou "cocktails* de types 
de papillomavirus susceptibles d'etre mis en oeuvre plus 
efficacement pour le diagnostic de diverses categories 
d* infection, voire des niveaux de risques qu'accompagnent 
la decouverte chez un patient de papillomavirus determi- 

30 nes. Le nombre des sondes a papillomavirus decrites dans 
la presente demande, auxquelles s B ajoutent, le cas eche- 
ant, celles constitutes a partir des ADNs genomiques de 
papillomavirus dejd isoles precedemment et leurs associa- 
tions dans des melanges determines, permettrait done la 

35 realisation de diagnostics plus af fines, notamment line 
plus grande discrimination des diverses categories 
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defections imputables aux divers types de papillomavirus 
ou susceptibles de se developper sous l'effet de ces 
demiers types et. au sein d'une categorie d'infections 
determines, de mieux pronostiquer le degre de risque que 
5 ces dernieres se transforment en des maladies plus redou- 
tables. Par exemple 1" invention a pour but de fournir des 
moyens peraettant, dans le cas des infections se manifes- 
tant par des epidermodysplasi.es verrucif ormes, de mieux 
apprecier le degre de risque "que ces dernieres evoluent 
10 vers des cancers cutanes. 

D'une facon generale et dans le but de simplifier 
1' expose qui suit, les genomes entiers des papillomavirus 
seront designes par 1 ' abreviation "ADN-HPV . 

Dans le meme but de simplification, il est fait 
15 reference dans ce qui suit aux dessins, dans lesquels les 
figures consistent en des cartes physiques de restriction 
d' ADN-HPVs, parmi lesquelles d'ailleurs des ADN-HPVs de 
papillomavirus deja connus. 

Les cartes physiques donnent la position de sites 
20 de coupure par diverses endonucleases de restriction. 
L'origine des cartes est generalement constitute par un 
site unique de coupure. Les distances a l'origine sont 
exprimees en pourcentage de longueur de genome. One unite 
de carte represente 1 \ de longueur de genome. 

L' invention concerne tout d'abord plus specif ique- 
ment chacun des ADN-HPVs choisis parmi 1' ensemble des ADNs 
qui presentent des tailles qui s ' etagent entre 7000 et 
8000 paires de bases et sont caracterises par les cartes 
de restriction qui apparaissent dans les dessins en ce qui 
concerne plus particulierement les ADN-HPVs obtenus a par- 
tir des papillomavirus et qui repondent aux designations 
HPV-2d, HPV-10b, HPV-14a, HPV-14b, HPV-15, HPV-17a,' 
HPV-17b, HPV-19, HPV-20, HPV-21, HPV-22, HPV-23, HPV-24, 
HPV-28, HPV-29, HPV-31 et HPV-32, HPV-IP2 et HPV-IP4. 
35 il va de soi que 1* invention etend egalement ses 

effets aux ADN-HPVs qui peuvent etre consideres comme 



25 



30 
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appartenant aux memes types que ceux qui viennent d'etre 
enonces . 

Les cartes physiques correspondant aux ADN-HPVs des 
virus nouvellement caracterises sont indiquees par un 
S cercle noir. 

L ' invention concerne egalement des fragments des 
ADN HPVs precedents ou capables de s'hybrider avec ceux- 
ci, notamment dans des conditions strictes. Oe meme, elle 
concerne les ADNs recombinants con tenant tout ou par tie de 

10 chacun des ADN-HPVs sus-indiques, et plus particulierement 
des ADNs recombinants contenant des fragments correspon- 
dant aux genes El , E6-E7, L1 et L2 respectivement ou en- 
core des fragments contenant des sequences correspondant 
aux regions intergeniques desdits ADN-HPVs. Elle concerne 

15 enfin les sondes qui peuvent etre constitutes a partir de 
ces ADN-HPVs respectifs ou a partir" des fragments 
. correspondants et les precedes de diagnostic in vitro 
mettant en jeu lesdites sondes. 

Les preparations d'ADN viral ont ete extraites se- 

20 lectivement (LUTZNER, M. A. et al., J983, Lancet ii:422- 
424) a partir de produits de grattage de lesions benignes 
de six malades europeens atteints d'EV et de deux malades 
sud-americains atteints d'EV. Les AONs d'HPV ont ete pu- 
rifies par centrifugation en equilibre dans des gradients 

25 de chlorure de cesium et/ou sedimentation dans des gra- 
dients de saccharose en presence de bromure d'ethidium, 
selon des modes operatoires precedemment decrits (articles 
de KREMSDORF, D. et al* deja decrits et ORTH, G, et al., 
1980, Cold Spring Harbor Conf. Cell Proliferation 

30 2:259-282). Les preparations d'ADN ont ete traitees avec 
des endonucleases de restriction et les produits de di- 
gestion ont ete separes par electrophorese sur des gels 
d'agarose (articles de KREMSDORF et al. deja mentionnes). 
En plus des HPV5, 8 et 12 (articles de KREMSDORF et al. 

35 deja mentionnes) et de l f HPV2 (HEILMAN, C.A. et al., 1980, 
J. Virol. i£:395-407 et ORTH, G. et al., 1980, C Id Spring 
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Harbor Confi. Cell Proliferation 7 : 259-282) trouves dans 
les verxues vulgaires d'un des naiades, ont ete identifies 
onze spuches fouxnissant des model es majeurs de clivage 
par des enzymes de restriction d'AON, differents de ceux 
5 des types precedemment caracterises . Les nouveaux types 
d'HPV ont recu un numero et les sous-types d'un type ont 
recu le meme numero suivi d'une lettre, selon l'ordre 
chronologique de leur identification (COCGIN, J.R. et al., 
Cancer Res. 22:545-546)'. Les genomes des 11 nouveaux HPVs 

10 ont ete clones dans Escherichia coli K12, souche C600 
(article de KREMSDORF, D. et al. (1983) deja mentionne) . 
Les AONs ont ete inseres sous forme de molecules de 
longueur unitaire a 1* exception de deux fragments d'AON 
_d'HPV24 produits par l'endonuclease BamHI. lis ont ete 

15 inseres soit dans le plasmide pBR322 (SOTCLIFFE, J.G., 
1978, Nucleic Acids Res. 5.: 272 1-2728 ) , en utilisant les. 
sites de clivage uniques de Aval, de BamHI et de Hindlll, 
soit dans un plasmide recombinant ayant integre le frag- 
ment Hindi II B de 1 * AON d'HPVS (article de KREMSDORF, D. 

20 et al., 19 82, deja mentionne), qui" contient un site SacI 
unique. Plus parti culierement les HPVl7b et 22 ont ete 
inseres sous forme de molecules d'AON de longueur unitaire 
apres clivage avec une enzyme (SacI) qui ne clive qu'une 
fois l'ADN d'HPV et le plasmide recombinant pBR322 conte- 

25 nant le fragment Hindlll B de l'DN d'HPVS. L'ADN d'HPV14a 
a ete insere dans le plasmide p8R322 sous forme d'une 
molecule d'ADN de longueur unitaire apres digestion in- 
complete de la preparation d'ADN viral avec Hindlll, une 
enzyme qui produit deux fragments de 96,1 et 3,9 % de la 

30 longueur du genome. Les fragments BamHI A et B d'HPV24 
(ayant des tallies correspondant a respectivement 83,1 et 
16,9 \ de la longueur du genome) ont ete inseres separe- 
ment dans le plasmide pBR322. 

Les clones isoles et les sources des HPV correspon- 

35 dants resultent du tableau I ci-apres : 
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Pour identifier les plasmides recombinants, les 
mobilit&s electrophoretiques des produits de digestion des 
ADNs recombinants et des ADNs d'HPV non clones ont ete 
comparees apres traitement avec un melange de deux endonu- 
5 cleases de restriction comprenant 1* endonuclease utilisee 
pour 1* insertion des sequences virales dans le plasmide. 
Le nombre et la taille des fragments isoles ont indique 
que dans chaque cas les genomes viraux entiers ont ete 
integres. Une "heterogeneite des tallies des ADNs a ete 
10 observee lorsque les AONs des HPVs, non clones ou excises 
des sequences plasm^diques , ont ere analyses par electro- 
phorese sur gel d* agarose (donnees non presentees). Les 
ADNs d'HPV 14b, 19, 20 et 21 ont des tallies semblables a 
ceux des HPV3a, 5, 8 et 12 (environ 7700 paires de nucle- 
15 otides (articles de KREMSD0RF, D, deja mentionnes) , tandis* 
que les ADNs d'.HPVlS, 17a, 17b f 22 et 23 ont des tallies 
plus faibles semblables a celle d'HPV9 (environ 7200 pai- 
res de nucleotides) (articles de KREMSOORF, D., 1982) et 
ORTH, G., 1980, dej4 mentionnes). 
20 La sensibilite des genomes viraux clones a 14 endo- 

nucleases de restriction a ete analysee et les cartes phy- 
siques ont ete etablies (figures 1 a 10). Les cartes.de 
restriction de certains des ADN-HPVs sont repetees dans 
certaines des figures pour les motifs exposes plus loin. 
25 Entre 22 et 33 sites de clivage ont ete localises selon 
les methodes precedemment decrites ( 9 ) . Aucune analogie 
evidente n 1 a ete detectee entre ces cartes , a 1 B exception 
de celles des HPV14a et 14b, d'une part (figs. 4a et 4b) et 
entre celles des HPV17a et 17b, d'autre part (figure 5). 
30 Parmi les 21 et 31 sites localises respectivement sur les 
ADNs des HPV14a et 14b, 15 se sont reveles communs lorsque 
run des deux sites de clivage BamHI de l'ADN d'HPV 14a a 
ete aligne avec le site de clivage BamHI unique de l'ADN 
d'HPV 14b. De facon semblable, 21 des 29 sites de clivage 
35 situes sur l'ADN d'HPV17a ont egalement ete trouves sur 
l'ADN d'HPV17b (avec 2S sites), lorsque les sites de 
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clivage BamHI uniques ont ete alignes. 

Aucune analogie evidente n'a ete detectee entre ces 
cartes et celles precedemment etablies pour les HPV asso- 
cies a l'EV (HPV3a, 5, 8, 9. 10 et 12) (8,9, 16, 18, 20), 
5 aux verrues cutanees (HPV1 , 2, 4 et 7), et aux lesions des 
membranes mucocutanees ou muqueuses (HPV6b, 11a, 13 et 16) 
(1, 33, 19), a 1' exception de la carte d'HPVl4a qui est 
etroitement apparentee a la carte d'un HPV isole d'un ma- 
lade japohais atteint d'EV (24). Ce dernier isolat difxere 
10 de l'HPVl4a par un site BamHI et un site Hindll addi- 
tionnels, alors que les localisations des sites Aval, 
BamHI, Bgll, EcoRI. Hindll et Hindlll sont semblables dans 
les deux virus. Des experiences d' hybridation croisee ont 
confirme que ces deux virus etaient tres etroitement appa- 
15 rentes. 

On remarquera encore que quelques sites (ceux indi- 
ques par les f leches) n' ont- pas ete localises. Les sites 
de clivage differant de moins de 2 \ de la longueur du 
genome par leur localisation sont consideres comme con- 

20 serves ( * ) . Les enzymes ne produisant pas de coupure ont 
ete Pvul, Sal I et Smal pour les ADNs d"HPV14a et 23 ; 
Pvul, Sad, Sail et Smal pour l'ADN d*HPV14b ; Bgll, Pvul. 
Sail et Smal pour les ADNs d'HPVlS, 17a et 17b ; Bgll, 
SacI, Sail et Smal pour l'ADN de HPV19 ; EcoRI, Pvul, Sad 

25 et Smal pour l'ADN d'HPV20 ; Sac I et Smal pour l'ADN 
d'HPV21 : BamHI, Bgll, Pvul, PvuII et Sail pour l'ADN 
d'HPV22 ; Bgll, EcoRI, Pvul, SacI, Sail et Smal pour l'ADN 
d'HPV24. 

L* existence d'homologies de sequence entre les ADNs 
30 des ADNs d'HPV nouvellement caracterises ainsi qu' entre 
ces dernier s et les ADNs d'HPV d'EV precedemment carac- 
terises (HPV3a, 5, 8, 9, 10 et 12) d'HPV associes aux 
verrues cutanees (HPV1 , 2, 4 et 7), et d'HPV associes 4 
des lesions des membranes muqueuses (HPV6b, 11a, 13 et 16) 
35 a. ete etudiee. Des experiences d' hybridation par fixation 
sur un papier-filtre et d ' hybridation ADN-ADN en phase 
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liquide a saturation suivie d'une digestion par la nu- 
clease SI ont ete effectuees dans des conditions strictes 
ou stringentes precedemment decrites ( 8 , 9 ) - En particu- 
lier les ADNs d'HPV ont ete marques par translation de 

5 coupure ( "nick- trans lation" ) et fractionnes par sedimen- 
tation dans des gradients de saccharose alcalins (5 a 20 
\) comme precedemment decrit (13). Les ADNs d'HPV marques 
(4000 cpm) ont ete incubes dans du NaCl 0 r 48 M-EDTA 1 mM 
(pH 6", 8) a 68 *C, en presence soit d'ADN de thymus de veau 

10 (20 ug)i soit d'ADN d*HPV non marque (0,20 ug) comme 
precedemment decrit (8, 9). Les activites specif iques des 
sondes d'ADN d'HPV ont varie entre 5,3 x 10 7 et 2 x 10 
cpm/ug- I*e pourcentage d • hybridation a ete determine par 
mesure des fractions resistant a la nuclease S1. Les 

15 nombres representent les valeurs corrigees pour I'auto- 
renaturation spontanee des sondes (4 a 15 %) et norma- 
lises a 100 % pour 1 'hybridation homologue (75 a 95 %) . 
L'abreviation ND signifie : non determine. Les importances 
relatives des hybridations croisees entre les ADN-HPV dans 

20 les conditions sus-indiquees sont exprimees en % d* hybri- 
dation entre un ADN HPV marque et un ADN HPV non marque. 
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On constate 1' absence ou la quasi-absence d' hy- 
bridation croisee entre les genomes des HPV1 , 2, 4, 6b, 7 
et 11a et d'ADNs d'HPV d'EV nouvellement clones marques au 
32 P ou entre les ADNs d'HPV d'EV non marques et des sondes 
5 specif iques des HPV13, 16 et 18. De facon semblable, on 
n'a pas ou quasiment pas detecte d' hybridation croisee 
entre les ADNs des HPV14a, 14b, 15, 17a, 17b, 19. 20, 21, 
22, 23 et 24 et les ADNs des HPV1a et 11a par reassocia- 
tion a saturation (tableau 2). Les ADNs d'HPV nouvellement 
10 clones n'ont pas ou quasiment pas presente d' hybridation 
croisee ou ont presente une hybridation croisee inf erieure 
a 50 \ entre eux et avec les genomes des autres HPV 
associes a l'EV (HPV3a, 5, 8, 9, 10 et 12), a l'exception 
des HPV14a et 14b, d'une part, et des HPV17a et 17b. , 
15 d' autre part, qui ont presente une forte hybridation 
crois.ee. Ces observations 'justifient le classement des 
nouveaux virus en neuf nouveaux types (HPV14, 15, -17, 19, 
20, 21, 22, 23 et 24) plus deux sous-types des types 14 
(HPV14a et b) et 17 (HPVl7a et b) . 
20 "De meme les diffierents HPVs ont ete classes en 

groupes, sur la base de leurs homologies (ou absence 
d' homologies) de sequences dans des conditions strictes 
d * hybridation moleculaire. Ces groupes, designes par les 
lettres A a H, sont repertories dans le tableau III qui 
25 suit. Ce tableau mentionne les maladies qui ont ete diag- 
nostiquees chez les porteurs de ces HPVs (isoles ou en 
combinaison entre eux) et les potentiels oncogenes qui 
leur ont ete reconnus . 
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Les ADNs des HPVS, 8, 12, 14, 19, 20, 21, 22 et 23 
presentent entre eux des taux d ' hybridation croisee (ho- 
mologies de groupes} variant de 5 a 38 \, et ne presentent 
une hybridation croisee notable (4 i 13 \) qu'avec les 
5 ADNs des HPV5,, 8 et 12. Ces virus font done partie d'un 
groupe d 1 HPV d • EV precedemment def ini ( 9 ) . 

De meme les ADNs des HPV9, 15 et 17 qui presentent 
entre eux une hybridation croisee d' environ 20 % et une 
hybridation croisee d" environ 6 \ avec 1" ADN d'HPV9, ap- 
10 partiennent egalement a un groupe d'HPV d'EV deja decrits 
(9). Les HPVs de types 13 et 31 peuvent etre consideres 
comme appartenant a un meme groupe- Enfin les HPVs de 
types 1, 2, 4, 24 et 32 qui ne presentent presque pas 
d'homologie avec les genomes des autres HPV sont 
15 consideres coause formant les premiers membres d* autres 
groupes distincts entre eux et des groupes precedents. 

L ' invention conpeme encore plus particulierement 
' des fragments d' ADN, issus des ADN-HPVs sus-decrits, et 
plus particulierement ceux correspondant respectivement 
20 aux genes E6-E7 ; E1 ; L2 ; L1 et a leurs regions inter- 
geniques. Les positions et longueurs relatives de ces 
divers fragments, vis-a-vis des sites pris comme origines 
(figures 1 4 9} sont indiquees dans le tableau IV qui 
suit. 
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La localisati n des genes sur le genome du HPV1 a 
ete deduite de la sequence nucleotidique de ce genome 
(Brevet O. Danos, M. Katinka et M. Xaniv) Les cartes 
physiques des genomes des HPV3 r 5, 8,, 9, 10a f 12, 14, 15, 

5 17 et 24 ont ete alignees par rapport a la carte physique 
et a la carte genetique du HPV1 , et celle du HPV31, par 
rapport a la carte physique et a la carte genetique du 
HPVSb (E. Schwarz et al, EMBO J. , 1983, 2, 2341-2348), 
apres analyse au microscope electronique de molecules 

10 heteroduplexes formees dans des conditions strictes (Tm 
-29 - C) ou moins strictes (Tm -40 # C) d* hybridation. Les 
cartes physiques des HPV10b, 28 et 29 ont ete alignees par 
rapport aux cartes physiques des HPV3a et 10a apres juxta- 
position des sites d' enzymes de restriction conserves. 

15 Les valeurs des coordonnees portees dans le Tableau 

IV indiquent la position, sur les cartes physiques presen- 
tees dans les figs. 1-9, des extremites 5' et 3' des seg- 
ments des genomes homologues des genes E6 et E7 r E1 , L2 et 
L1 et de la region intergenique par rapport au genome du 

20 HPV1a -ou, dans le cas du HPV31, par rapport au genome du 
HPVSb. 

La region intergenique (comportant des elements de 
regulation) et les genes adjacents EG et E7 (correspondant 
vraisemblablement aux genes de transformation majeurs ex- 
25 primes dans les tumeurs).ne presentent pas d'homologie de 
sequence decelable par analyse au microscope electronique 
de molecules heteroduplexes formees, dans des conditions 
non strictes d • hybridation, entre des genomes de types 
d'HPV appartenant a des groupes differents, ou formees, 

30 dans des conditions strictes d' hybridation, entre les 
genomes de la plupart des types d'HPV appartenant au meme 
groupe. Le gene El (implique principal ement dans la re- 
plication de 1 ' AON viral) et le gene L1 (codant pour la 
proteine majeure de la capside virale portant les princi- 

35 paux determinants antigeniques des virions) presentent des 
homologies de sequence decelables par analyse d'heterodu- 
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plex formes , dans des conditions non strictes d* hybrida- 
tion, entre des genomes de types d'HPV appartenant k des 
groupes differents ou formes, dans des conditions strictes 
d' hybridation, entre des genomes d'HPV appartenant au meme 
5 groupe . 

Des sondes preparees 4 partir de plasmides recombi- 
nants comportant les regions E1 et L1 peuvent theorique- 
ment permettre de detecter le plus grand nombre de types 
d'HPV par des experiences d * hybridation molecuiaire efi- 

10 fectuees, selon le cas, dans des conditions strictes ou 
non strictes. Des sondes preparees a partir de plasmides 
recombinants comprenant la region intergenique et les 
genes S6 et E7 permettent de detecter specifiquement un 
type d'HPV ou des types d'HPV apparentes. 

15 La> region L2 (codant pour un constituant mineur de 

la capside virale) prdsente un degre variable de conser- 
vation de sequences nucleotidiques parai les differents 
types 'd'HPV. 

Dans ce qui suit sont encore decrites de facon plus 
20 precise les conditions dans lesquelles les virus HPV-IP2 
et HPV-IP4 ont ete isoles, puis les conditions dans 
lesquelles ont ete obtenus les ADN-HPVs a partir de ces 
virus . 

f^naae moleciiTaire e * earaeterisation d'Un nOUVgfrU tYP<? 
25 d'ffPV assoeie k d « neoolasies et a des cancers gftniWa 
(HPV IP?). 

On nouveau type d'HPV a ete mis en evidence dans 
l'ADN extrait d'un cancer du col de 1* uterus, par hybri- 
dation, dans des conditions non strictes, avec une sonde 

30 radioactive specif ique du HPV type 16. Aucune hybridation 
croisee n'etait" detectable lorsque 1 ' hybridation etait 
effectuee dans des conditions strictes d' hybridation. One 
etude de la sensibilite de l'ADN de cet HPV a plusieurs 
enzymes de restriction a montre que 1" enzyme Bglll coupait 

35 une fois l'ADN viral. Apres digestion de l'ADN extrait de 
la tumeur par 1 ' endonuclease Bglll, la fraction renfermant 
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des molecules d'ADN de 8kb (taille d'un genome de papillo- 
mavirus) ont ete purifies par centrifugation dans un gra- 
dient de saccharose. Les molecules de 8kb ont ete inse- 
rees, par le site Bglll, dans un vecteur constitue du 
5 plasmide PL15.5 (renfermant un site unique de coupure par 
Bglll et par BamHl) insere par son site BamHI, dans I'ADN 
du bacteriophage lambda L47.1. Apres encapsidation de 
I'ADN recombinant et infection de bacteries botes (Escher- 
ichia coli, souche LA101), les plages de lyse correspon- 
10 dant a des phages recombinants ont ete detectees par 
hybridation de repliques des cultures bacteriennes inf ec- 
tees, avec un ADN de HPV16 radioactif , dans des conditions 
non strictes. Plusieurs bacteriophages recombinants, con- 
tenant la totalite des sequences virales, ont ete isoles : 
15 la coupure de I'ADN phagique par 1* enzyme d' insertion 
Bglll- entendre un fragment de 8kb hybridant avec la sonde 
HPV16 dans des conditions non strictes ; la coupure de 
I'ADN des 'phages recombinants et de I'ADN de la tumeur 
d'origine par melange des enzymes Bglll et PstI engendre 
20 les memes 5 .fragments dans la somme des poids moleculaires 
est egale a la taille d'un genome des papillomavirus. 
L'ADN du nouvel HPV a ete excise de I'ADN des bacterio- 
phages recombinants, purifie par electroelution, et redo- 
ne dans le plasmide PL15.5. One carte de restriction de 
25 I'ADN viral a ete etablie a partir de la sensibility de 
cet ADN a 18 endonucleases de restriction, ce qui a permis 
de localiser 21 sites de coupure (figure 9). La carte ain- 
si etablie est differente de la carte des genomes des HPV 
identifies a ce jour. L'homologie de sequence entre I'ADN 
30 du nouvel HPV et I'ADN des HPV identifies a ce jour a ete 
analysee par des experiences d ' hybridation moleculaire sur 
replique effectuees dans des conditions strictes. L'homo- 
logie detectee tou jours ete inferieure a 5 \, la plus 
grande homologie etant detectee avec le genome du HPV16. 
35 Le nouveau virus caracterise a partir d'un cancer du col 
de 1* uterus constitue" done tin nouveau type d*HPV, 
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provisoirement denomme HP VIP 2. 

L' analyse, au microscope electronique , de molecules 
heteroduplexes formees, dans differences conditions r entre 
I'ADN de HPVIP2 et 1 1 ADN du HPV1 a permis d' aligner les 
5 cartes physiques de ces 2 genomes et de definir la posi- 
tion theoriqu^ des differents genes portes par 1 * ADN de 
1 • HPVIP2 . 

LOCALISATION PUTATIVE DES PRINCIPAUX GENES ET DE LA REGION 
- INTRAGENIQUE DU HPV-IP2 SOR LA CARTE DE CE GENOME 
10 Coordonnees des extremites 

E6-E7 62 7T,S 

E1 71 95 

E2 95.5 11,5 

15 L2 11 30 * 5 

L1 M 31,5 52 

Region inter genique 52 S3, 5 

L • utilisation de. sondes * radioactives preparees a 
partir de 1 'ADN de l'HPVIP2 purifie a permis de determiner 
20 le pouvoir pathogene de ces virus. L ' ADN du HP VIP 2 a ete 
mis en evidence dans un cas de papules bowenoldes des or- 
ganes genitaux externes sur les 14 etudies, dans 2 cancers 
invasifs du col de 1* uterus sur les 51 etudies et dans 1 
cas de neoplasie intraepitheliale du col de 1' uterus sur 
25 les 28 etudies, HPVTP2 constitue done un type d'HPV k 
tropisme genital presentant un potentiel oncogene, dont la 
frequence est un peu inferieure a celle du HPV18, et net- 
tement inferieure a celle du HPV16 . II est necessaire de 
l-'incorporer a tout melange d' ADN d'HPV destine a la pre- 
30 paration de sondes moleculaires, en vue du diagnostic ou 
du depistage des types d'HPV constituant un risque pour le 
developpement de neoplasies geni tales et, en particulier, 
de cancers du col de l a uterus. 
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Clonaae moleculaire e* caracterisation d'un nouveau We 
d'HPV assoeie A des lesions prscancereusea de la oeau (HPV 

Un nouveau type d'HPV a ete mis en evidence dans 
5 l'ADN extra! t d'une biopsie de keratose actinique, une 
lesion precancereuse cutanee, par hybridation moleculaire, 
dans des conditions strictes, avec un melange avec des 
sondes radioactives specif iques des HPV type 5, 8 et 14. 
Aucune hybridation croisee n'a ete detectee lorsque l*hy- 
10 bridation a ete effectuee des sondes specif iques des types 
1 ,2,3,7, 10, 13, 16, 18,28, IP1 (precedemment denomme HPV31), 
IP2, et IP3 (precedemment denomme HPV32) . 

Une etude de la sensibilize de l'ADN de cet HPV a 
plusieurs enzymes de restriction a montre que 1* enzyme 
15 EcoRI coupe une fois 1* AON viral. Apres digestion de l'ADN 
extrait de la biopsie par I'endonuc lease EcoRI , la frac- 
tion renfermant des molecules d 1 AON de 8kb (taille d'un 
genome de papillomavirus) a ete purifiee par cenrtrifuga- 
tion dans un gradient de saccharose. Les molecules 8kb ont 
20 ete inserees, par le site EcoRI, dans l'ADN du bacterio- 
phage Agt wes. AB. Apres encapsidation de l'ADN recombi- 
nant et infection de bacteries hotes (Escherichia coli, 
souche LA101), les plages de lyse correspondant a des 
phages recombinants ont ete detectees par hybridation de 
25 repliques des cultures bacteriennes infectees, avec un 
melange radioactif des ADN de HPVs, 8, et 14, dans des 
conditions non striates. Plusieurs bacteriophages re- 
combinants, contenant la totalite des sequences virales 
ont ete isoles : la coupure de l'ADN phagique par 1' enzyme 
30 d' insertion EcoRI engendre tin fragment de 8kb hybridant 
avec la sonde specif ique des HPVS, 8 et 14 dans des condi- 
tions non strictes ; la coupure de l'ADN de phages recom- 
binants et de l'ADN de la lesion d'origine par le melange 
des enzymes EcoRI et PstI engendre les memes 6 fragments 
35 dont la somme des poids moleculaires est' egale a la taille 
d'un genome des papillomavirus. L'ADN du nouvel HPV a £te 
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excise de 1' ADN d'un bacteriophage recombinant , purifie 
par electroelution, et redone dans le plasmide pSP65. One 
carte de restriction de 1' AON viral a ete etablie 4 partir 
de la sensibilite de cet ADN a 15 endonucleases de res- 
5 triction, ce qui a permis de localiser 23 sites de 
coupure (figure 10>. La carte ainsi etablie est differente 
de la carte des genomes des HPV identifies a ce jour. 
L' homologie de sequence entre I'ADN du nouvel HPV et 1' ADN 
des HPV identifies a ce jour a ete analysee par de expe- 
10 riences d * hybridation moleculaire sur replique effectuees 
dans des conditions strictes. One homologie, infer ieure a 
50 \, a ete detectee entre 1' AON du nouvel- HPV et 1' AON 
de certains types d'HPV precedemment identifies dans des 
lesions d' epidermodysplasie verruciforme (HPV5.8, 12, 14,- 
15 19,20,21 et 25), mais aucune homologie n'a ete detectee 
avec les autres types d'EPV. Le nouveau virus caracterise 
a partir d'une keratose actinique constitue done un nou- 
veau type d'HPV provisoirement denomme HPV-IP4. 

L* utilisation d'une sonde radioactive preparee a 
20 partir de l'ADN de l'HPVIP4 purifie a permis de mettre en 
evidence HPVIP 4 chez 42 V des 17 patients atteints d'epi- 
dermodysplasie verruciforme etudies et dans x sur y des 
biopsies de keratose actinique analysees . Du fait de sa 
grande frequence chez les malades atteints d' epidermodys- 
25 plasie verruciforme, une maladie caracterisee par le de- 
veloppement frequent de cancers cutanes, et de son asso- 
ciation a une fraction des lesions de keratose actinique 
considerees comme precurseurs de cancers spinocellulaires 
de la peau, HPVIP 4 constitue un type d'HPV 4 tropisme cu- t 
30 tane presentant un potentiel oncogene. II est necessaire 
de l'incorporer a tout melange d' ADN d'HPV destine 4 la 
preparation de sondes moleculaires en, vue du diagnostic ou 
du depistage des types d'HPV constituant un risque pour le 
developpement de lesi ns precancereuses ou cancereuses de 
35 la peau. 

L ' invention concerne plus particuliSrement encore 
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des melanges ou cocktails de different 3 ADNs HPVs (ou 
sondes contenant ces AONs HPVs ou # des sequences de ces 
derniers), susceptibles d'etre utilises en combinaison 
pour realiser des diagnostics globaux des differentes 
5 formes d' infections a papillomavirus, eventuelleaent aux 
fins de pronostiquer Involution possible de 1* infection, 
Des melanges preferes conformes i 1* invention sont identi- 
fies dans le tableau V qui suit. 



WO 87/01375 



PCT/FR86/00288 



24 



3 



ta 

3 
Gl 

3 

O 



> 

u 
&- 

CO 

o 
z 
o 
< 



u 



3 CO 
C 3 



CO > 

u < 

~ r 

e o 

< j 

CO J 



< 

2L CO 
= 2 
• O 



2 O 

— U 
< Cu 

- 2 



cc a 

Cu 

o 

2 



CO 

cu 
a 

CO 

cu 

3 

a 

CO 

M 

ce 
cu 

O 



81 
41 



X 



■2? 
I 5 

II 



"3 s ? = S 5 



ei 



fl 2 

S3 
-f 

•2 

en a» 
ai 

i a 
2* o* - 

01 3 

3>S 

IS- 

a 3 * 

e u -* 

3S c 
> <u 

w 

n »*ai 

4) u«u 

*4i ai «m 
c **< 

33S i 



II i 



41 



01 u <n — • 

§2,2" 

u : $ u 



55- 

OJ -4 

22 • 

***** 

1 s« 

i- *s <** 
c * . 

- 2.2 2 
3s«i 

ill I 

& * * 
* • > 

« 2 « 

§ 8*fi * 

^ 5 s 2 

U 2{ J-> IC 

41 2. 3 — 
> ~ u a. 



s 

9 

8- 

Z 

• 

• oj 
8-5 

W <Q 

O w 

S3 

w w 

u ai 

a o 

> c 

© CJ 
OJ 

n « 

to 0) 



i 

u 

s 



3 

w 



01 

c 



2. 



§ § 

O O 



« 3 

i: 

41 -* 



i 



3 

-4 -4 (J 



..2 

41 -«* 

— a 

O w 
4) 3 

4* 



8 * 



91 

Si 

3 

41 

01 
41 



u u 

4) 41 
> > 



01 oi 

a a 

01 01 



4i a 

OJ u 

3 cn 



is 1 1 1 :i 



4> 



41 



a a. 



u _ 
41 41 

aL a 



37 CO 

w ^ 
ai 

u a 

r o 

O 2 



01 

4> <a 
m a. 

ii 

4> 

C-3 

41 ll 

01 4a 
<0 3 

a u « 

U *«1 41 
4» 

^ t; o 



a 

w 



01 
41 

"5 

m 

a. 

z 



3 

























































CNi 










* 


-a 














a* 


« 


a 






CM 




fN 


• 




* 


CN 
















« 


CO 


* 


at 








* 














* 




















«n 


-3 


o 


* 


















* 










Tl 










O 




















* 





















fN 



CM 



CN 
CD* 

m 



^ m vo 



WO 87/01375 



PCT/FR86/00288 



25 

Ce tableau indique egalement les natures des affec- 
tions susceptibles d'etre plus particulierement diagnos- 
tiquees par 1 ' utilisation des melanges figurant dans la 
partie gauche du tableau. II sera remarque que les regrou- 
5 pements des cartes de restriction dans les figures 14 9 
ci- joint es sont en conforaite avec les regroupements qui 
sont indiques dans la colonne "Constitution" du tableau V. 
C'est egalement la raison pour laquelle certaines des 
- sondes ont ete reproduites a plusieurs reprises dans dif- 
10 ferentes figures des dessins ci-annexes. 

Chacun de ces melanges peut encore etre def ini 
comme comprenant au moins I'une des sondes nouvelles selon 
1' invention. En d' autres teraes les compositions de diag- 
nostic selon 1* invention peuvent etre definies comme con- 
15 tenant : 

1) au moins l'ADN de l'HPV2d, 

2) au moins l'un des ADNs de HPV10b, 28 et 29,* 

3) au moins l'un des ADNs de HPV17, 24, 

4) au moins l'un des ADNS de HPV14, 15, 17, 19, 20, 21, 22 
20 et 23, _ ~ 

5) au moins l'un des ADNs de HPV15 et 17, 

6) l'ADN de HPV24, 

7) l'ADN de HPV14, 32, 

8) l'ADN de HPV31, 
25 9) l'ADN de HPV32, 

etant entendu que les ADNs des neuf groupes sont choisis 
de facon a etre en toutes circonstances differents les uns 
des autres. 

Etant donne la grande diversite des HPVs suscepti- 
30 bles d'etre isoles a partir des dif ferentes formes de ver- 
mes ou autres lesions cutanees ou de muqueuses, il est 
cependant prefere d'utiliser, pour le diagnostic de chaque 
type d' affection mentionne dans le tableau, des melanges 
comportant plus d'un ou deux ADN-HPVs, des lors que d'au- 
35 tres ADN-HPVs ont ete reconnus comme pouvant egalement in- 
tervenir dans le devel ppement du meme type d* affection. 
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Le diagnostic de la nature de !• infection et de son Evolu- 
tion possible sera d'autant plus efficace que le nombre de 
sondes utilisees sera plus eleve. En outre, des essais 
d* hybridation realises avec des melanges differents de 
5 sondes permettra des diagnostics dif f erentiels presentant 
un degre de probability egalement plus important de la na- 
ture du mal dont souffre le patient* 

Dans le tableau V, il n'a ete mentionne que des 
sondes formees a partir d'ADN-HPVs isoles dans le labora- 
10 toire des inventeurs. II va sans dire que, en raison de ce 
qui precede, les differents melanges pourront avantageu- 
sement etre completes avec des ADNs issus des HPVs obtenus 
dans d* autres laboratoires , des lors qu'ils auront ete 
retrouves a differentes reprises chez des patients affec- 
ts tes par les memes types d 1 infections . Par exemple, le 
melange .7 ne peut que g'agner a etre complete par tous 
autres ADN-HPVSs Vencontres dans des epidepaodysplasies 
verruciformes a risque de transformation en neoplasias 
intraepitheliales et cancers cutanes. On remarquera que 
20 dans le tableau V, certains des melanges sont presences 
comme caracteristiques des memes maladies a diagnostiquer . 
II est a remarquer cependant que les differents melanges 
font une distinction entre des infections a faible risque 
de cancerisation et des infections k haut risque de can- 
25 cerisation. Par exemple, 1 ' hybridation d'une preparation 
virale provenant d'un malade soumis a diagnostic avec le 
melange 7 temoignera d/un risque de cancerisation cutanee 
plus important que dans le cas ou 1 1 hybridation se pro- 
duira plutdt avec le melange 3. 
30 De meme les EV detectees par le melange 5 temoi- 

gneront d'un risque de . cancer isation plus important que 
les EV detectees par le melange 6. Le melange 4 detectera 
des EV a risque plus eleve encore que celles detectees par 
le melange 5. 

35 On decrit encore ci-apres d' autres melanges ou 

cocktails de differents ADNs-HPVs (ou sondes contenant ces 
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ADNs-HPVs ou de sequences de ces derniers) , susceptibles 
d'Stre utilises en combinaison pour realiser des 
diagnostics globaux des differentes formes d* infections a 
papillomavirus, eventuellement aux fins de pronostiquer 
5 1' evolution possible de 1' infection. 

Des melanges prefer es conformes k 1 # invention sont 
identifies dans le tableau V susdit. 

Le tableau susdit indique egalement les natures des 
affections susceptibles d'etre plus particulierement diag- 
10 nostiquees par 1* utilisation des melanges figurant dans la 
partie gauche du tableau. 11 est rappele que les cartes de 
restriction des autres ADN-HPVs identifies dans le tableau 
qui precede sont contenues dans les figures 1 a 9. 

II est a remarquer que le HPV-IP2 peut &tre consi- 
15 dere comme particulierement representatif de sondes 
utilisables pour la detection des risques de developpement 
de neoplasies genitales et r en particulier, de cancers du 
col de 1' uterus- 

L' invention concerne done plus particulierement 
20 encore des trousses ou "]ci£s" de diagnostic comprenant au 
mo ins 10 groupes figurant dans les groupes numerotes de 1 
a 10 dans le tableau sous la rubrique •Designation des 
melanges* . 

Dans ce qui precede, on a surtout envisage l'utili- 
25 sation, . a titre de sondes, des ADN-HPVs entiers clones. - 
Ceux-ci peuvent cependant etre substitues par des 
fragments clones de ces differents ADNs, notamment par les 
genes E1 ou L1 et par les genes E6-E7. 

Le principe de base des detections in vitro d'ADM- 
30 HPV mettra naturellement en jeu des hybridations operees 
dans des conditions strictes ou moins strictes. On peut 
operer par exemple comme suit, etant naturellement entendu 
que les essais de diagnostic decrits ne sauraient etre 
consideres comme limitatifs des conditions d* mploi des 
35 sondes ou melanges de sondes selon 1* invention. 
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L'objet des examens mettant en jeu des sondes pre- 

parees a partir de melanges d'-ADNs de HPVs clones est de 

mettre en evidence un HPV et d' identifier le type d'HPV 

dans une biopsie, dans des cellules obtenues par grattage 

5 de lesions, ou dans des coupes de biopsies fixees par le 

melange de Carnoy (ethanol, chloroforae, acide acetique 

6:3:1) et incluses dans la paraffine. L'examen necessite 

1* extraction prealable de 1* AON des pr£levements selon des 

-methodes dont le principe est connu et met en jeu I'analy- 

10 se de cet ADM par des experiences d ' hybridation molecu- 

laixe, effectuees dans des conditions strictes ou moins 

32 

strictes, a l'aide de sondes radioactives (marquees au P 
ou au 35 S) preparees 4 partir de melanges d* AONs d'HPVs. 
- Chaque examen requiert r en general, 1" utilisation de plu- 

15 sieurs melanges de sondes . 

Plusieurs methodes d * hybridation peuvent etre uti- 
lisees. On peut, par exemple, mettre en'oeuvre la methode 
d ' hybridation sur tache. Gette methode comporte, apres 
denaturation de 1'ADN, le depot d'une quantite aliquote 

20 d'AON sur des membranes. (nitrocellulose ou 

Genescreenplus ) , 1 • hybridation de chaque membrane, dans 
les conditions usuelles, avec un melange de sondes et la 
detection des hybrides radioactifs par exposition des 
membranes au contact d'un film radiographique . On peut 

25 aussi utiliser une methode d' hybridation sur replique. 
Cette methode comprend la separation electrophoretique en 
gel d' agarose des fragments d'AON engendres apres 
traitement de l'AON par des enzymes de restriction, le 
trans fert des fragments, apres denaturation alcaline, sur 
30 des membranes (nitrocellulose, Genescreenplus) et leur ? 
hybridation, dans les conditions usuelles, avec differents 
melanges de sondes* La formation d' hybrides radioactifs * 
est detectee apres exposition des membranes au contact 
d'un film radiographique. 
35 Les sondes radioactives sont constitutes soit par 

des AONs d'HPVs marques par la methode de "nick- 
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translation* , soit par des ARNs prepares par transcription 
d'ADNs viraux inseres dans un vecteur, par exemple de type 
SP6. L* utilisation de sondes radioactives presente 
l*avantage d'une grand e sensibilite, mais ceci n f exclut 
5 pas 1* utilisation de sondes non radioactives par exemple 
bio tiny lees et susceptibles d'etre reconnues par des 
anticorps soit marques eux-memes, soit eux-memes reconnus 
par des anticorps portant un marqueur enrymatique, fluo- 
rescent, etc. . 

10 Le choix des sondes depend de la nature des prele- 

vements. Ainsi, par exemple, dans le cas d* un malade sus- 
pect d'etre atteint de EV, les melanges 1, 2, 3, 4, 5, 6 
et 7 seront utilises. Les melanges 1 et 2 permettront de 
_faire le diagnostic differentiel entre l'EV et les verrues 

15 cutanees. La sonde 3, incluant le membre le plus fre- 
quemment detecte de chacun des trois groupes d'HPVs asso- 
cies a la maladie, et la sonde 7, contenant les ADNs des 
types d'HPV associes aux cancers d' EV, permettront le 
diagnostic de la majorite des cas d'EV et f en particulier, 

20 d* identifier les patients infectes par les types d'HPVs 
presentant un risque pour le developpement de cancers. 
L' utilisation des melanges 4, 5 et 6 permettront de 
preciser le type ou les types d'HPV infectant un meme ma- 
lade. 

25 L' invention concerne done encore des necessaires 

ou "kits" contenant une pluralite des sondes 
sus-indiquees , notamment : 

soit des representants de chacun des 19 types et sous- 
types d'ADN-HPVs sus-indiques, 

30 - soit des melanges de sondes, de preference les divers 
groupes ou melanges de sondes qui ont ete definis plus 
haut, 

ces "kits" etant destines a des etudes de diagnostic 'in 
vitro par hybridation entre des preparations virales ob- 
35 tenues k partir de patients et les divers groupes ou 
melanges . 
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Comme il va de sol et coame il resulte d'ailleurs 
deja de ce qui precede, 1 ' invention ne se limite nullement 
a ceux de ses modes d 1 application et de realisation qui 
ont etc plus specialement envisages ; elle en embrasse au 
5 contraire toutes les variantes ; notamment la reference 
dans les revendications A une designation ADN-HPV suivie 
d'un nombre determine r et a laquelle correspond un ADN-HPV 
dont la carte de restriction a ete fournie dans les des- 
sins r s'entend comme - signifiant que ces revendications 
10 couvrent tous les ADN-HPVs qui ont en commun avec cet 
ADN-HPV particulier de pouvoir etre classes dans le meme 
type, selon la definition qui en a ete donnee plus haut, 
et a fortiori aux ADN-HPV appartenant au meme sous-type. 

II est encore remarque, en ce qui concerne plus 
15 particulieremeilt 1 1 ADN derive de HPV-32, qui apparait dans 
les dessinsi n'est pas coupe par Aval, Ball, BaiaHI, Clal p 
EcoRI, Hindlll, Ndel, Nrul, Pvul, PvuII, Sad, Sail, Smal, 
Tthlll, Xmal. 

On not era que les ADNs recombinants designes 
20 ci-apres" ont ete deposes le 30 novembre 1984 a la C.N. CM. 
(Collection Nationale des Cultures de Micro-Organismes de 
l'INSTITUT PASTEUR de Paris), sous les numeros apparais- 



sant ci-apres : 

pBR322/HPV2d n* 1-379 

25 pBR322/HPV10bA n* 1-380 

pBR322/HPV10bB n* 1-381 

pBR322/HPV14a n* 1-382 

pBR322/HPV14b n # 1-383 

PBR322/HPV15 n* 1-384 

30 pBR322/HPV17a n* 1-385 

PHPV5 HindIIIB/HPV17b . . . n* 1-386 

PBR322/HPV19 ... n* 1-387 

PBR322/HPV20 n - 1-388 

PBR322/HPV21 ..' n* 1-389 

35 pHV5 HindIIIB/HPV22 n* 1-390 

PBR322/HPV23 n* 1-391 
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pBR322/HPV24a n* 1-392 

pBR322/HPV24b n # 1-393 

PBR322/HPV28 n* 1-394 

PBR322/HPV29 n' 1-395 

5 PBR322/HPV31 n* 1-396 

PSP64/HPV32 rT 1-397 

PLI55/IP2 n* 1-450 

PSP65/IP4 n* 1-449 



L 1 invention concerne encore plus particuliere- 

10 ment les produits d' expression des genes E6 f E7 et sur- 
tout L2, des differents papillomavirus qui ont ete evo- 
ques dans ce qui precede, 

Ces produits d' expression peuvent eux-memes etre 
utilises pour la detection de papillomavirus ou de leurs 

15 produits d* expression dans des prelevements biologiques 
determines et pour 1 1 identification des papillomavirus 
•selon les types^ ou sous-types auxquels xls peuvent ap- 
partenir. Les conditions dans lesquelles ces produits 
d' expression peuvent etre obtenus seront illustrees dans 

20 la suite de cette description f notamment en rapport avec 
1' expression de la sequence L2 du papillomavirus HPV 
l.a f etant entendu que des techniques semblables peuvent 
etre utilisees pour induire 1' expression des sequences 
genetiques L2 (ou de E6 r E7 ou LI) provenant d'autres 

25 types de papillomavirus. Dans ce qui suit, il sera r sauf 
exception, plus particulierement fait reference aux 
sequences ou genes L2 f etant entendu cependant que les 
enseignements fournis a propos des produits d* expression 
des genes L2 peuvent eventuellement etre transposes aux 

30 produits d 1 expression des autres genes dont question 
ci-dessus. Les produits d' expression des sequences L2 
presentent cependant un interet tout particulier, en ce 
qu'ils peuvent eux-memes etre utilises pour la produc- 
tion in viva d'anticorps susceptibles de reconnaitre les 

35 produits d* expression du gene L2 dans des prelevements 
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biologiques affectes par le papillomavirus correspondent 
et pas par un papillomavirus de type different, et plus 
particulierement lorsque les preparations du genre en 
question ont prealablement ete fixees. Le mode de rea- 
5 lisation nouveau de 1' invention dont question ci-apres 
fournit done des moyens distincts permettant de deter- 
miner les types de papillomavirus presents dans une 
16sion etudiee, afin d'en evaluer la gravite et de 
choisir la therapie a suivre. Les anticorps produits 

10 contre les differents types de produits d' expression des 
genes L2 peuvent Stre groupes en melanges correspondant 
a ceux qui ont ete identifies plus haut en rapport avec 
les sondes d' hybridation. 

L 1 invention fournit par consequent aussi des 

15 necessaires ou "kits" comportant une pluraiite d 1 anti- 
corps distincts et permettant des essais successifs de 
detection, le cas echeant.d* identification ou de clas- 
• sification, de papillomavirus nouvellement isoles.Par 
exemple, un necessaire ou kit conforme a r invention 

20 comprend une pluraiite de reactifs constitues d 1 anti- 
corps ou de melanges d' anticorps distincts, par exemple 
de reactifs comprenant respectivement des anticorps 
formes contre les produits d' expression des genes L2 de 
papillomavirus groupes de la f agon qui suit : 

25 1) au moins HPV2d f 

2) au moins I'un parmi les HPVs 10b, 28 et 29, 

3) au moins I'un parmi les HPVs 17, 24, 

4) au moins I'un parmi les HPVs 14, 15, 17, 19, 
20, 21, 22, 23 et IP4, 

30 5) au moins I'un parmi les HPVs 15 et 17, 

6) 1'HPV 24, 

7) au moins I'un parmi les HPVs 14, 32 et IP4, 

8) l'HPV 31, 

9) l'HPV 32, 

35 10)au moins I'un parmi les HPV 16, 18 et IP2, 
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etant entendu que les anticorps des dix groupes° sont 
choisis de fagon a etre en toutes circonstances 
differents les uns des autres, dans la mesure ou chacun 
des dix groupes serait reduit a un seul des anticorps 
5 qui le composent. 

Les anticorps formes contre les produits d 1 ex- 
pression des genes L2 (ou contre des proteines recombi- 
nantes contenant ces produits d' expression fusionnes 
avec un polypeptide supplementaire, particulierement un 

10 polypeptide stabilisant, n'entrainant pas la modifica- 
tion des proprietes immunogenes du produit d' expression 
des genes L2) sont utilisables pour la detection directe 
de virus dans des coupes histopathologiques provenant de 
lesions induites par les papillomavirus chez les sujets 

15 quien sont affectes. Avantageusement , la detection se 
fait sur des preparations f ixees au prealable dans des 
conditions dissociantes, par exemjple avec le milieu ou 
melange de CARNOY deja mentionne plus haut (egalement 
decrit dans I'ouvrage de L. LISON, intitule (Histochimie 

20 et cytochimie animales"). 

Les anticorps anti-L2 eventuellement fixes 
peuvent etre reconnus par d' autres anticorps formes 
contre les premiers, ces autres anticorps portant des 
marqueurs appropries, de preference non radioactifs. Ces 

25 marqueurs sont par exemple de nature enzymatique ou 
f luorescente. 

L* invention concerne naturellement egalement les 
polypeptides eux-memes qui resultent de 1' expression des 
genes L2 des papillomavirus. Ces produits d' expression 

30 ont deja dans ce qui precede ete denommes "proteines 
L2 M . Elle concerne encore les polypeptides dans lesquels 
cette proteine L2 se trouve fusionnee a d' autres se- 
quences polypeptidiques, dans la mesure ou celles-ci ne 
modifient pas de fagon essentielle les proprietes immu- 

35 nogenes de la proteine L2. La presence de ces autres 
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fragments polypeptidiques peut notamment resulter du 
mode de production utilise de ces polypeptides hybrides, 
surtout lorsqu'ils dnt ete obtenus par des procedes 
mettant en jeu des techniques du- genie genetique. 
5 Avantageusement, 1' invention concerne des polypeptides 
hybrides contenant une sequence derivee de la beta- 
galactosidase. De tels produits peuvent notamment etre 
obtenus par transformation de E. coli avec des vecteurs 
appropries (phages ou plasmides) modifies par tout ou 

10 partie de l'op^ron lactose et comportant en outre, 
inseree en aval du promoteur de 1 ' operon-lactose (ou de 
tout autre promoteur approprie, par exemple de phage 
lambda), la sequence nucleotidique derivee d*un gene L2 
issu d'un papillomavirus de type determine. On a avan- 

15 tageusement recours a des plasmides ou phages de ce type 
comprenant une partie au moins du gene de la beta-galac- 
tosidase de 1 ' operon-lactose. 

L* invention concerne egalement des groupes de 
polypeptides distincts, ces polypeptides correspondant 

20 chaque fois <i une partie seulement des proteines L2 
complete dont il a ete question plus haut, etant cepen- 
dant entendu que les polypeptides de ces divers groupes 
cqmprennent chaque fois les sites antigeniques carac- 
teristiques des proteines L2 du genre en question. 

25 Les polypeptides selon 1' invention peuvent 

egalement, lorsqu'ils ont ete purifies, etre mis eh 
oeuvre dans des techniques de purification des anticorps 
qui leur correspondent* notamment a partir de serums 
d'animaux qui avaient ete immunises par ces polypep- 

30 tides. En particulier, ces polypeptides peuvent etre 
fixes sur des colonnes d'af finite. Les operations de 
purification des anticorps consistent alors a faire 
passer le serum les contenant au contact de colonnes 
d'af finite portant les susdits polypeptides. Les anti- 

35 corps selectivement fixes sur ces colonnes peuvent 
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ensuite etre recuperes par dissociation des complexes 
antigenes-anticorps, au moyen d'un tampon approprie, 
presentant une force ionique adequate r par exemple une 
solution d'un sel tel que 1' acetate d' ammonium. On peut 
5 egalement avoir recours a des solutions acidifiees. 

L' invention concerne enfin les compositions 
mettant en jeu ces antig^nes (ou groupes d'antigenes) et 
anticorps (ou groupes d'anticorps) . 

En particulier, 1" invention concerne des groupes 

10 contenant l'un ou, de preference, un " cocktail " d'anti- 
corps derives des ensembles de papillomavirus, tous 
reputes etre souvent presents dans un type d' affection 
donne. Ces cocktails (contenant ces anticorps ou groupes 
d'anticorps : melange de serums ou compositions d'anti- 

15 corps purifies en association avec un vehicule pharma- 
ceutique approprie) sont *alors susceptibles d'etre mis 
en oeuvre par administration p notamment parenterale , au 
malade concerne, dans le traitement de 1' affection 
donnee, des lors que celle-ci aura ete diagnostiquee 

20 cliniquement, a 1" issue d'un essai de diagnostic in 
Vi-tyo. sur un prelevement histologique ou cytologique 
provenant de ce malade, ou qu'un essai de diagnostic in 
viva aura revele 1 ' appartenance du papillomavirus infec- 
tieux a un type semblable a celui de l'un des papillo- 

25 mavirus de 1* ensemble sus-indique. Ces serums sont alors 
susceptibles de provoquer une regression des infections 
induites par les papillomavirus de types ou sous-types 
correspondants . 

L ' invention concerne enfin les compositions 

30 vaccinantes correspondantes contenant une ou de prefe- 
rence plusieurs proteines L2, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable adapte au mode 
d' administration choisi, notamment par voie parenterale 
utilisable pour proteger les personnes soumises a de 

35 hauts risques d'etre atteints par 1' affection 
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correspondante . 

II est enfin fait reference aux articles dont 
les references bibliographiques suivent, lesquels com- 
pletent en tant que de besoin la description de l'etat 
5 de la technique anterieure, dans la mesure oil cela 
pourrait s'averer utile 4 la comprehension complete du 
texte par le lecteur. A ce titre, le contenu de ces 
articles doit done Stre considere comme faisant partie 
de la description. 

10 Une methodologie pref eree pour produire une 

proteine L2 (ou un fragment de cette proteine) mettant 
en jeu un fragment de phase ouverte du gene L2 d'un 
papillomavirus donne, va dtre illustr£e en rapport avec 
la description de la construction d'un vecteur incorpo- 

15 rant ces fragments de phase ouverte , puis des conditions 
dans lesquelles on peut induire 1' expression de la pro- 

» teine L2 . 'ou de ce polypeptide dans E. coli. Un precede 
de purification de la proteine ou de ce polypeptide 
ainsi que sa mise en oeuvre dans la production de serums 

20 contenant des anticorps diriges contre ces proteines ou 
ce polypeptide seront egalement deer its. 

II sera clair pour I'homme du metier que le 
fragment utilise de phase ouverte de L2 devra chaque 
fois etre fusionne en phase dans le vecteur utilise, le 

25 cas echeant avec un gene codant pour une proteine assu- 
rant la stabilite ou facilitant la purification ulte- 
rieure de la proteine hybride alors formee. 

La sequence de fabrication est illustree dans la 
figure 11 ci-jointe. 

30 MATER I ELS ETMETHODES . 
1) TRAITEMENT DES ADNs . 

En ce qui concerne les recombinaisons d'ADNs, la 
preparation des plasmides et des fragments d'ADN, la 
formation des extremites tranches, la digestion par 

35 1' enzyme Bal 31 et enfin la transfection des cellules, 



WO 87/01375 



PCT/FR86/00288 



on a eu recours aux Techniques de Maniatis, T. et al. 
(1982), decrites dans le chapitre "Molecular cloning" 
(Clonage moleculaire) de I'ouvrage "A Laboratory Manuel" 
(Manuel de Laboratoire) de Cold Spring Harbor Labora- 
5 tory f Cold Spring Harbor, NEW- YORK, U.S.A. 
2) BACTERIDS. PLA$MIDES ET VTRtiS . 

Les ADNs plasmidiques ont 6te obtenus a partir 
de pHPVI.a (Danos et al, 1982 et brevet fran^ais 
82 05887 du 5 Avril 1982) contenues dans E. coli 
10 (cellules C 600), de pCQV2 qu ' hebergeaient des cellules 
RRI (queen, 1983) et de pMC1403 qu ' hebergeaient des 
cellules MC100O (Casadaban, 1983). 

Les plasmides intermediates construits et le 
plasmide pHPL2 ont etS passes plusieurs fois dans des 
15 cellules de S, <?PU MM 294 et les plasmides pHPL2-b§ta- 
, galactosidase dans des cellules MCIOOO deficientes en 
beta-galactosidase. Les souches Lac + ont ete detectees 
sous forme de colonies rouges sur des plaques d'agar de 
Mc Conkey contenant du lactose (Silhavy et al, 1984, 
20 dans "Experiments with gene fusions" - Experiences avec 
des fusions de genes - : Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, NEW- YORK) . 

Les plasmides pHPL2 et pHPL2-beta-gal ont en- 
suite ete transfectes dans une souche Ion" deficiente en 
25 protease, CAG1139 (Grossman et al, 1983, Cell 22., 151- 
159). 

3 > R EPARATION DE LYSATS BACTERTENS ET T.ET7R ANALYST? STIR 

SSL BE POLYACRYLAMIDE AVE C DODErVT.SULFATE DE SODTTIM 

(PAGE-SDS1 

30 Apres culture pendant une nuit, des cellules CAG 

1139 contenant pHPL2 ou pHPL2-beta-gal 116 ont ete di- 
luees de 5 a 20 fois dans un milieu LB. Elles ont ete 
ensuite cultivees a 30*C, jusqu'a atteindre une Densite 
Optique 6O0 de 0,5-0,9. 

35 Le Promoteur . lambda-PR a ensuite ete dereprime 



WO 87/01375 



PCT/FR86/00288 



38 

en faisant pousser les cellules a 41 # C pendant 90 mi- 
nutes . Les cultures ont ete recentrif ugees et les culots 
recueillis, suspendus dans un milieu 62 mM Tris, pH 6,8 
contenant 2 % de SDS, 26 % de glycerol, du 2-mercapto- 
5 ethanol 2 M et 0,03 % de bleu de bromophenol. Un lysat 
de cellules CAG 1139 ne contenant pas de plasmide a ete 
utilise comme temoin. 

Apres traitement a 100 - C pendant 10 minutes, des 
echantillons ont ete soumis k electrophorese dans un gel 

10. de polyacrylamide - SDS a 10 % selon la technique de 
Laemli (1970), Nature, 227 . 680-684, Des proteines pre- 
colorees BRL de poids moleculaires connus etaient egale- 
ment souinises a electrophorese. 

Les bandes de proteines ont ete visualisees par 

15 coloration avec le colorant connu sous la designation 
"amido black" et transferees sur une feuille de nitro- 
cellulose pour analyse par *la methode dite "western 
blot" (transfert "Western"). 

4) ANALYSE . 

20 L 1 analyse par "Western Blot" a ete realisee 

comme decrit par Rosetto et al (1984) J. Gen. Virol. 65 , 
1319-1324, en mettant en oeuvre des anticorps polyclo- 
naux de papillomavirus (Orth et al (1978), Virology 9±, 
243-255 et Rosetto et al deji cite) et des immunoglobu- 

25 lines IgG anti-cobaye et anti-lapins conjugues a de la 
peroxydase de Raifort. 

5) ANALYSE Q' ANTICORPS. 

On a eu recours aux techniques d 1 immunodiffu- 
sion, d* immunofluorescence et d' immunoper oxydase ante- 
30 rieurement decrites (Orth et al, 1984, et Rosetto et al, 
1984) en utilisant des particules virales de HPVl.a 
purifiees ou des coupes de lesions induites par des 
types de papillomavirus distincts. 

6) PURIFICATION DES PROTEINES DE FUSION L2-BETA-GALACTO- 

35 SIBME. 
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Une culture de CAG 1139 hebergeant pHPL2-beta- 
galactosidase 116 a ete diluee 200 fois dans le milieu 
LB et a et6 cultivee jusqu'a atteindre un^ D. 0.600 de 

0. 32. La culture a alors ete rapidement portee a 41 *C et 
5 cultivee a haute temperature pendant 90 minutes. 

Le culot de cellules a ete resuspendu dans un 
milieu Tris 20 mM f pH 7,5 f Mg Cl 2 IOmM, et soumis a un 
traitement de rupture des cellules aux ultrasons . 

La proteine de fusion soluble dans la pr&para- 
10 tion a ete purifiee par chromatographic d'af finite sur 
une colonne p-aminophenyl-p-D-thiogalactoside (TPEG) - 
SEPHAROSE comme decrit par Ollmann (1984). Gene 29 , 
27-31. 

La proteine de fusion purifiee comme indique 
15 ci-dessus a ete utilisee pour immuniser des cobayes 
Harley . f emelles . Les animaux recrurent 3 injections 
sous-cutanees, a des sites distincts, d' environ 150 
microgrammes de proteines,* en presence d' adjuvant 
complet de Freund (DIFCO) a des intervalles de 2 a 3 
20 semaines. Le serum a ete preleve une semaine apres la 
troisieme injection. 
RESULTATS . 

CONSTRUCTION DE PLASMIDES CAPABLES D ' EXPRIMER LE CADRE 
DE LECTURE ODVERTE L2 DANS ESCHERICHIA COLT . 
25 Les constructions sont representees a la figure 

1. Le cadre de lecture ouverte L2 a ete clone en vue de 
son expression dans Escherichia coli (E. coli) . Le 
plasmide pHPVl.a contient le genome entier de HPVl.a 
clone sur le site BamHI du plasmide pBR322 par Danos et 

30 al (EMBO J.l f p. 231-236, 1982). Dans le but d'isoler 
les cadres de lecture ouverte de la region tardive du 
genome viral, on a subclone un fragment Hind III-Hpa II 
d'un plasmide pHPV l.a dans un plasmide pBR322. Le 
plasmide obtenu a ete appele pHPL9. Ce plasmide a ete 

35 raccourci en enlevant un fragment BamHI-PVu II non 
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essentiel dans la' region pBR322. A partir du plasmide 
resultant pHPL 9.3, on a isole un fragment XhoII-XmnI 
comportant les 1526 paires debase (p.b.) du cadre de 
lecture ouverte moins les 318 paires terminales 5 1 . 
5 Le codon d' arret du cadre de lecture ouvert L2 

est conserve. 

Le fragment L2 obtenu a ensuite ete ins ere dans 
le vecteur d' expression pCQV2 (queen 1983) a la place 
d'un fragment BamHI-PvuII non essentiel. Le cadre de 

10 lecture ouverte L2 se trouve ainsi directement adjacent 
au codon ATG de depart et 4 la sequence SD (Shine and 
Dalgarno, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71, p. 1342-1346, 
1974} du gene cro du phage lambda et sous le controle du 
promoteur lambda PR. Le promoteur est regule par le 

15 represseur CI857 sensible a la temperature, lui permet- 
tant de contrdler la production du produit d* expression 
• de L2. On a ainsi obtenu le plasmide pHPL2^ dans lequel 
les ^1206 paires de ' bases de la partie C terminale du 
cadre de lecture ouverte L2 sont en phase avec le codon 

20 de depart ATG de cro du phage lambda. Le respect de la 
phase de lecture a ete verifie par la presence d'un site 
de restriction XhoII a la jonction BamHI/Bgl II. 

Dans le but de stabiliser la proteine L2 synthe- 
tisee dans E. coli et de disposer d'une methode conve- 

25 nable pour la purifier, il a ete decide de I'exprimer 
aussi comme une proteine hy bride fusionnee avec la 
beta-galactosidase de E. coli. 

Pour realiser ceci, le codon final L2 a ete 
elimine apres linearisation du plasmide pHPL2 au site 

30 BstEII, suivi par une digestion avec l 1 enzyme Bal31 . 

Cet ADN, qui comporte le gdne L2 et les sequen- 
ces fournissant les signaux de transcription et de tra- 
duction, a ete raccourci par digestion avec PstI, avant 
d'etre insere dans le plasmide pMC1403 (Casadaban, Me- 

35 thods in enzymology 10O, p. 293-308, 1983) a la place du 
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fragment Pstl-Smal. 

PMC1403 comporte l'operon lac sans son promoteur 
et les 22 premieres paires de bases de la phase ouverte 
du gene de la beta-galactosidase. Le recombinant a ete 
5 transfecte dans les cellules MC 1000, lac". La produc- 
tion 4 temperature elevee de bSta-galactosidase dans les 
clones obtenus a permis de selectionner sur des plaques 
agar lactose Mc Conkey (Silhavez et al, Cold Spring 
Harbor Laboratory, N.Y. 1984) les plasmides pHPL2 beta 

10 gal dans lesquels les genes pour le L2 et le b§ta-galac- 
tosidase sont en phase* 

Le clone pHPL2, beta gal 116 selectionne selon 
une telle methode a ete etudie ulterieurement. 

Le sequengage de 1 1 ADN (resultats non montres 

15 ici) a indique que seulement les deux derniers acides 
amines Cyterminaux du cadre de lecture ouvert L2 avaient 
ete perdus au cours de la digestion par Bal 31 et que 
le produit exprime pa* le cadre de lecture ouverte L2 
etait lie par une proline au neuvieme acide amine de la 

20 beta-galactosidase . 

PflOpUCTTOfl DE PROTEINES APPARENTEES AU HPVl.a PAR DES 

CELLULES TRANSFEREES A VEC DHPL2 et oHPL2.beta aal 116 . 

Le plasmide pHPL2 a une capacite de codage pour 
une proteine L2 d # environ 51.2 Kd et de pHPL2-beta gal 

25 pour une proteine hybride d' environ 167 Kd. 

Pour etudier la production de proteines par ces 
plasmides, ils ont d'abord ete transfectes dans une 
souche de E. coli CAG 1139 lon" f protease deficiente. 
Les cellules ont ensuite ete cultivees a 30 B C avant 

30 d'etre exposees a 41 # C f en vue d'induire la production 
de proteines sous le contrdle du promoteur lambda PR. 
Les lysats bacteriens obtenus ont ete electrophorises 
sur un gel de polyacrylamide - SDS. 

Les proteines apparentees aux virus HPVl.a ont 

35 ete revelees par analyse selon la technique dite du 
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"Western Blot" , avec des anticorps anti -virus HPVl.a. 
Pour les cultures ayant pouss& 4 30 *C, les resultats 
d' analyse ont et6 les memes pour les cellules contenant 
ou ne contenant pas un plasmide, mais pour les cellules 
5 induites £ 41 *C, des bandes specif iques de proteines ont 
ete demontrees dans les cellules transfectees : parmi 
les proteines isolees a partir des cellules transfectees 
avec le recombinant pHPL2-beta gal 116, on a isole une 
bande principale ayant le poids moleculaire attendu f 
10 d ' approximativement 167 Kd, correspondant a une proteine 
de fusion L2 beta-galactosidase (L2-beta gal), et plu- 
sieurs bandes mineures de poids moleculaires d' environ 
58 Kd, resultant probablement d'une degradation proteo- 
ly tique . 

15 Pour la construction pHPL2 f une bande de pro- 

teine d' environ 72 Kd a ete revelee. Ce poids molecu- 
laire est plus eleve que celui espSre de 51 , 2 Kd. La 
signification de cette difference reste a elucider. 

POur etudier ensuite 1 1 antigenicity de la pro- 

20 teine produite dans E. coli f on a purifie le produit 
L2-beta gal du lysat bacterien d'une culture induite par 
la chaleur, par affinite chroma tographique sur une co- 
lonne de TPEG-SEPHAROSE (Ullman, Gene 29, p. 27-31, 
1984). Les proteines eluees de' la colonne ont ete ana- 

25 lysees sur un gel de polyacrylamide-SDS. La coloration 
avec un "amido-black" a revele trois bandes de proteines 
principales, l'une de poids moleculaire eleve correspon- 
dant probablement a la proteine hybride L2-beta gal, une 
seconde migrant conjointement avec la beta-galactosidase 

30 prifiee et une troisieme avec un poids moleculaire d 1 en- 
viron 60 Kd. 

Cette proteine de bas poids moleculaire pourrait 
correspondre a un contaminant. L' analyse par la techni- 
que du "Western Blot" avec un anticorps specifique du 
35 type HPVl.a a revele une bande principale de poids 
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moleculaire eleve correspondant au produit d' expression 
L2-bSta gal et plusieurs bandes secondaires (figure 3b). 

Immunoaenici te du produit L2-beta aal . 
5 Pour tester 1 ' immunogenicite de la proteine de 

fusion, le produit elue a 6te injecte dans deux cobayes. 
Les serums ont 6te recueillis apres la troisidme injec- 
tion. Par une analyse au "Western Blot", les serums ob- 
tenus ont reagi avec des bandes migrant comme la pro- 

10 teine de fusion L2-beta gal ou comme le produit L2 dans 
les lysats bacteriens issus de cultures induites a la 
chaleur contenant respectivement le plasmide pHPL2-beta 
gal 116 ou le plasmide pHPL2. 

Dans les deux types de lysats de cellules, les 

15 serums ont reconnu des proteines (environ 60 et 55 Kd) 
trouvees egalement dans les lysats de controle CAG 1139. 
Au moins I'une d'entpe elles parait correspondre a la 
proteine copurifiee avec la proteine de fusion L2-beta 
gal et le beta galactosidase . 

20 serums ont reconnu des proteines d' environ 

80 Kd dans une preparation virale HPVl.a dissociee 
(traitee par un detergent) et dans un extrait de verrue 
induite par HPVl.a. 

Dans un test d* immunodiffusion, les scrums de 

25 cobaye obtenus n'ont pas precipite les particules HPVl.a 
virales intactes utilisees comme antig£nes, ce qui indi- 
quait de nouveau que les antigenes viraux reconnus par 
le serum dans la technique d* immunotransf ert peuvent ne 
pas etre disponibles a la surface du virion ou que les 

30 serums ne precipitent pas. 

Dans des sections de verrue HPVl.a congelees qui 
sont connues pour conserver la structure conf ormation- 
nelle native des virions et des polypeptides viraux, les 
serums induits par les produits d' expression de L2 n'ont 

35 pas reagi. Ce resultat temoigne encore une fois de ce 
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que les anticorps ne sont pas diriges contre un antigene 
conf ormationnel . 

Les serums n'ont que peu reagi <a une dilution 
au 1/50eme) avec des coupes de vermes infectees avec 
5 HPVl.a fix6es dans le milieu de BOUIN. Ce resultat 
confirme le caractere specifique de type des antigenes 
concernes par opposition aux antigenes de groupe qui 
conduisent & des reactions antigene-anticorps plus 
fortes avec des coupes infectees par un virus et fixees 

10 par le milieu de BOUIN. 

Au contraire, les observations faites sur des 
coupes par le milieu de CARNOY se sont reveiees* fournir 
des reactions positives tant avec les antigenes de type 
qu'avec les antigenes de groupe. En particulier, on 

15 constate que les serums de cobayes donnaient des reac- 
tions antigene-anticorps tres fortes (jusqu'a une dilu- 
tion de 1/1000) lorsque la coupe contenait un virus du 
meme type que celui ayant fourni I 'antigene a partir 
duquel avait ete forme 1' anticorps utilise dans l'essai. 

20 Au contraire, aucune reaction immunologique croisee n'a 
6te reconnue lorsque le serum a 1' etude etait mis au 
contact de coupes contenant un virus appartenant a un 
type different. 

II faut aussi preciser que les types envisages 

25 pour les antigenes ne coincident pas necessairement 
tou jours avec les types tels qu'ils ont ete definis plus 
haut vis-a-vis des capacites d 1 hybridation mutuelles des 
genomes de deux papillomavirus distincts. 

On rappellera en particulier la distinction de 

30 deux sortes d' antigenes chez les papillomavirus : 

les antigenes de type f caracterises par 1* absence de 
reaction antigenique croisee entre les differentes 
sortes de papillomavirus , en utilisant des anticorps 
obtenus apres injection de virions entiers, 

35 - et les antigenes de groupe , essentiellement masques 
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dans le virion, et mis en evidence par des anticorps 
apres injection de particules virales dissociees. 

Les papillomavirus appartenant a des types 
differents dans les essais de reactions anticorps - 
5 antigenes sont ceux dont les sequences codantes L2, de 
preference depourvues de leurs regions homologues 
respectives, codent pour des polypeptides qui ne per- 
mettent pas la ' realisation de reactions antigenes - 
anticorps croisees avec leurs anticorps respectifs. 

10 Des antigenes de types preferes sont ceux qui 

sont codes par les cadres de lecture ouverte du gene L2 
depourvu de la region N terminale, notamment sur le 1/4 
de la longueur des regions L2 en cause. 

L' invention concerne finalement egalement un 

15 test pour rechercher, dans des virus appartenant a des 
types differents, ceux des polypeptides codes par. les" 
regions L2 qui ne donnent pas les reactions croisees / 
Ces polypeptides peuvent etre definis comme ceux dont 
les anticorps reagissent efficacement avec des virus 

20 contenus dans des coupes histologiques ou cytologiques. 
fixees par le milieu de Carnoy, mais qui ne reagissent 
que mal, voire meme pas du tout, avec les memes coupes 
lorsque celles-ci sont fixees par le milieu de Bouin. 

L ' invention concerne egalement un procede de 

25 classification de papillomavirus nouveaux vis-a-vis de 
papillomavirus connus. Ce procede est defini dans la 
revendication 8 qui fait egalement partie de la presente 
description. 

Enfin, 1* invention concerne aussi le procede de 
30 diagnostic comprenant 1 ' identification du type de virus 
infectieux eventuellement present chez un patient, con- 
sistant a faire reagir des antigenes prealablement 
obtenus contre des virus appartenant a differents types 
avec un prelevement biologique, notamment de serum, 
35 Provenant d'un malade pour qui le test doit etre 
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realise. 

Le virus infectieux sera presume appartenir a 
un type determine des lors que I'on observera une reac- 
tion antigene-anticorps entre un prel&vement de serum et 
un antigdne provenant d'un papillomavirus appartenant a 
5 ce m&me type* Ces essais de diagnostic peuvent etre rea- 
lises par exemple en mettant en oeuvre la methode 
d'ELISA. 

Plus particulierement 1" invention concerne un 
procede de detection de 1 ' appartenance ou non d'un pa- 

10 pillomavirus infectieux dans un 6chantillon biologique 
humain, tel qu'un tissu ou fluide, par exemple un serum, 
a un type donne de papillomavirus. Ce procede est carac- 
terise par la mise en contact de cet echantillon biolo- 
gique avec des anticorps pr&alablement formes contre un 

15 produit d' expression d'un AON contenant au moins une 
.partie de la region L2 du genome d'un virus appartenant 
a ce type, cette mise en contact etant rSalisee dans des 
conditions - et . pendant une dur6e permettant la realisa- 
tion d'une reaction immunologique. La detection de la 

20 formation d'un complexe antigdne-anticorps temoigne 
alors de la presence d'un papillomavirus ayant un type 
identique ou apparente a celui dont provenait le susdit 
produit d* expression. 

De preference, 1'ADN contenant la region L2 ou 

25 la partie correspondante a ete clone dans un hote cellu- 
laire competent, tel qu'une bacterie, par exemple 

Avantageusement la partie de region L2 mise en 
oeuvre correspond au cadre de lecture ouverte du gene L2 
30 depourvu de la region N-terminale non caracteristique de 
type. De preference, cette region N-terminale correspond 
au premier quart de ce cadre de lecture. 

Plus particulierement, 1' invention concerne un 
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procede de detection de ce type dans lequel 1 1 AON conte- 
nant la susdite partie de region L2 (ou la region L2 en- 
tiere) est un AON hybride forme a partir d'un acide nu- 
cleique codant pour une proteine normalement exprimable 
dans l'hdte cellulaire competent choisi et dans lequel 
5 la susdite region L2 aura ete incorporee au prealable, 
notamment par recombinaison in vitro . 

Par exemple la proteine normalement exprimable 
dans l'hdte cellulaire correspond 4 tout ou partie de la 
beta-galactosidase, lorsque cet hdte cellulaire est 
10 E. CPU. 

Le procede de detection selon 1' invention est 
applicable a toute coupe histologique fixee, de prefe- 
rence dans le milieu de Carnoy, ou encore directement a 
un serum. 

15 Le P*oc6de selon 1" invention comprend egale- 

ment la mise en contact de 1 • echantillon biologique dans 
les conditions sus-indiquees 'avec des -cocktails" d'an- 
ticorps prealablement formes contre des produits d' ex- 
pression des regions L2 -ou de leurs parties correspon- 
20 dantes respectives- originaires de plusieurs virus de 
memes types ou de types apparentes, en particulier de 
virus regroupes de la meme facon qu'indique ci-dessus, 
en rapport avec les sondes d'AON. 

L' utilisation de ces "cocktails" d'anticorps 
25 permet alors, dans des conditions semblables a celles 
qui ont ete evoquees en rapport avec les sondes d'ADN, 
de proceder 4 des correlations entre 1 • appartenance 
detectee a une categorie donnee de papillomavirus et la 
maladie dont le patient etudie souffre -ou 4 laquelle il 
est potentiellement expose. 

L ' invention concerne finalement un procede de 
fabrication de chacun des susdits polypeptides hybrides 
et des anticorps correspondants . 

Ce procede comprend : 



30 
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- 1' incorporation, notamment in vitro , de la 
region L2 du genome du papillomavirus concerne ou de la 
partie de region correspondante dans un vecteur appro- 
prie ; 

- la transformation d'un note cellulaire com- 
petent avec le vecteur ainsi modifie, c'est-a-dire d'un 
note susceptible d'exprimer la susdite region L2 ou la 
partie correspondante ; et 

- la recuperation et, de preference, la sepa- 
ration du polypeptide resultant de 1 ■ expression de la 
region L2 ou de la partie correspondante, ce polypeptide 
etant capable d'induire in vivo la production d' anti- 
corps capables de detecter des proteines du papillomavi- 
rus dans les conditions sus-indiquees . 

L" invention concerne encore le precede de pro- 
15 duction desdits anticorps, caracterise par 1' immunisa- 
tion d'un animal, par exemple un lapin, avec les susdits 
polypeptides, et la recuperation des anticorps formes. 

Enfin 1' invention comprend eventueilement le 
regroupement soit des peptides hybrides , soit des anti- 
corps, obtenus 4 partir de divers papillomavirus, selon 
les differents types auxquels ceux-ci peuvent s'averer 
appartenir . 
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REVENDICATIONS 

1 . Ensemble de compositions de polypeptides ou 
de ggroupes de polypeptides, correspondant aux produits 
d' expression de tout ou par tie des genes E6, E7 ou, de 

5 preference, L2 des papillomavirus respectivement deri- 
ves : 

1) d'au moins l'HPV2d, 

2) de l'un au moins des HPVs 10b, 28 et 29, 

3) de l'un au moins des HPVs 17, 24, 

10 4) de l'un au moins des HPVs 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 
23 et IP4, 

5) de l'un au moins des HPVs 15 et 17, 

6) de HPV 24, 

7) de l'un au moins des HPVs 14, 32 et IP4, 
15 8) de HPV 31, 

9) de HPV 32, 

10) de l'un au moins des HPV 16/ 18 et IP2, 

etant entendu que les polypeptides des dix groupes sont 
choisis de fagron a etre en toutes circonstances dif fe- 
20 rents les uns des autres dans la mesure ou chacun des 
dix groupes serait reduit & un seul des polypeptides qui 
le composent. 

2. Ensemble selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que lesdites compositions contiennent respec- 

25 tivement, en association avec lesdits polypeptides, un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable, permettant 
1' utilisation d'une ou de plusieurs de ces compositions 
pour une vaccination contre les papillomavirus corres- 
pondants . 

30 3. Ensemble d'anticorps ou de groupes d' anti- 

corps, contre les produits d' expression de tout ou par- 
tie des genes E6, E7, ou, de preference, L2 des papillo- 
mavirus respectivement derives : 
1) d'au moins l'HPV2d, 

35 2) de l'un au moins des HPVs 10b, 28 et 29, 
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3) de I'un au moins des HPVs 17, 24, 

4) de I'un au moins des PVs 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 
23 et IP4, 

5) de I'un au moins des HPVs 15 et 17, 
5 6) de HPV 24, 

7) de run au moins des HPVs 14, 32 et IP4, 

8) de HPV 31, 

9) de HPV 32, 

10) de I'un au moins des HPV 16, 18 et IP2, 

10 etant entendu que les anticorps des dix groupes sont 
choisis de fa^on 4 Stre en toutes circonstances dif- 
f erents les uns des autres dans la mesure ou chacun des 
dix groupes serait r^duit 4 un seul des anticorps qui le 
compos ent. 

15 4. Ensemble selon la revendication 3, caracte- 

rise en ce que lesdites compositions contiennent res- 
pectivement en association avec lesdits anticorps un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable, permettant 
1 'utilisation d'une ou de plusieurs de ces compositions, 

20 pour induire, a 1' occasion de leur administration a un 
sujet porteur des papillomavirus correspondants, une 
regression des infections . induites par ces papilloma- 
virus • 

5 . Procede de diagnostic in vitro de la nature 
25 d'un papillomavirus isolable ou contenu dans un prele- 

vement histologique ou cytologique d'un patient suscep- 
tible de le porter, caracterise par la mise en contact 
de ce prelevement avec les differents anticorps ou 
groupes d' anticorps, selon la revendication 3 et la 
30 detection de celui ou de ceux des anticorps qui res tent 
fix£s a ce prelevement. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise 
en ce que le prelevement se presente sous forme de pre- 
paration ou coupe histologique fixee, 

35 7. Procede selon la revendication 6, caracterise 



WO 87/01375 



PCT/FR86/00288 



53 

en ce que la coupe histologique est fixee par le milieu 
de Carnoy. 

8. Procede de classification d'un papillomavirus 
nouvellement isole, caracterise en ce que, apres hybri- 
5 dation dans des conditions non strictes de son genome 
avec la region L2 d'un ou de plusieurs genomes de 
papillomavirus connus ou, le cas echeant, sequengage de 
son genome, et, par consequent, reperage du cadre de 
lecture ouverte correspondant au gene L2 f on produit un 

10 recombinant entre un fragment consistant en tout ou 
partie de ce gene L2 prealablement excise dudit genome 
et un vecteur approprie, puis on induit 1* expression 
dudit fragment dans un hote cellulaire ou microorganisme 
approprie, notamment E. coli . on produit, le cas echeant 

15 ensuite, in vivo des anticorps contre les produits d' ex- 
pression obtenus, on realise des essais de reaction 
croisees antigenes -anticorps entre soit les produits 
d' expression des genes L2 du papillomavirus nouvellement 
isole, soit les anticorps correspondants d'une part, et 

20 soit les anticorps, soit les antigenes correspondant a 
des papillomavirus de types connus, d" autre part, et 
l'on distingue ou non le type de papillomavirus nouvel- 
lement isole de ceux des papillomavirus connus, selqn 
que les reactions antigene-anticorps croisees conduisent 

25 a des resultats negatifs ou positifs. 
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